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OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

La presente Invention est relative au domaine des immunostirnulants. Plus 
particulierement, (Invention conoerne des oligonucleotides capables de stimuler des 
cellules humaines intervenant dans le systeme immunitaire, et a leur utilisation 
comme adjuvant vaccinal. 

Un grand nombre d'oligonucleotides ont deja ete decrits dans Fart anterieur, en 
relation avec teurs proprietes immonostimulantes. Ainsi, la demande EP0468520 
decrit des polynucleotides immunostirnulants constitute par un simple brin d'ADN 
lineaire comprenant de 10 a 100 nucleotides s'enchatnant seion une sequence 



Selon la demande WO 96/02555, ractivite immunostimulatrice ^oligonucleotides est 
liee a la presence d'une sequence dinucleotique 5' CG 3', dans laquelle C n'est pas 
methyte, ractivite immunostimulante etant plus forte si le motif CG est precede en 5' 
du dinucleotide GA et / ou suivi en 3' du dinucleotide TC ou encore TT. 

Par contre, selon la demande de brevet WO 98/52962, a n'est pas necessaire que 
tes oligonucl§otides aient un minimum de 8 nucleotides comme cela avait ete decrit 
precedemment, ni que leur sequence soit un palindrome, ni meme qu'ils 
comprennent le dinucleotide CG; ainsi.cette demande decrit les 3 oligonucleotides 
suivants pour leur utilisation en tant qu'adjuvant vaccinal: 
5' GACGTT 3', 5' GAGCTT 3', ainsi que 5' TCCGGA 3'. 

Selon le brevet US 5,663,153, ractivite immunostimulame d'oligonucleotides n'est 
pas liee a la sequence des nucleotides, mais a la nature de la liaison erttre 
nucleotides, la presence d'au moins une liaison phosphorothioate permettant 
d'induire une stimulation du systeme immunitaire. 

La plupart des tests de Part anterieur pour evaluer I'activite Immunostimulante des 
oligonucleotides proposes, sont effectues soit in vitro sur des cellules animates 
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(essentlellement des cellules murines), solt in vivo sur des souris. Cependant, les * 
differences existant entre le systeme immunitaire de la souris et celui de I'etre 
humain, ont conduit a des differences entre les resultats obtenus sur des cellules 
murines et ceux obtenus sur des cellules humaines. II n'est done pas certain que 
5 tous les oligonucleotides ayant ete decrits comme immunostimujartts dans fart 
anterieur le soient reellement vis-a-vis de I'etre humain. 

Or Industrie pharmaceutique a un grand besoin dlmmunostimulants pouvant §tre 
administres & Phomme, notamment dans le domaine des vaccins. 

10 

La presents invention a done pour but de proposer des oligonucleotides capables de 
stimuter des cellules du systeme immunitaire de I'etre humain. 

Pour atteindre ce but, I'invention a pour objet un oligonucleotide capable de stimuler 
is des cellules humaines du systeme immunitaire caracterise en ce quit comprend au : 
moins une sequence 5' T T N, N 2 T T 3' dans laquelle T est la Thymine," 
et Ni et N 2 peuvent chacun representor I'Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la 
Guanine, et en ce qu'il est depourvu de dinucleot'de CG dans lequel la Cytosine C 
ne serait pas methylSe. 

20 

(.'invention a egalement pour objet ('utilisation d'un tel oligonucleotide pour la 
fabrication d'un medicament 

Selon une caracteristique de I'invention, ('oligonucleotide comprend de 6 a 100 
23 nucleotides. 

Selon une caracteristique particuliere, roligonucletide selon I'invention est caracterise 
en ce que Ni represents I'Adenine et en ce que N 2 r6presente la Guanine. 

30 Selon une autre caracteristique, Poligonucleotide selon Pinvention est caracterise en 
ce que le motif 5' T T Ni N 2 T T 3' est repete au moins 1 fois. 
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Salon one autre mmmm^m. rollsonue(Sotide ^ „ 
«quelemotif m o«f5'TTN,N 2 TT3'e s trtp e te2fols. 

^"""^^^ U e.rcf^uole* e », 0 „ri™n« oneatMra ^ m 
1 ce que Ies motifs repetes 5' T T N« N» T T v ennt a 

Pout *. a cheque tola identique ou different « qul pe Ut representor A, C, T ou G. 

Seion une caracterfslique partfculiere, I'oSgonucleoWe salon Nrwention est 
earecteriae en oe qua la nuo.eo.ide N, separant lea 2 premiers motlfe TTNjNaTT .us 
lorsque b sequence est orientee 5'-*3' repreaente re Cytosine. 

Seion une sube carectens«que, TolgonudeoWe salon Invention est caraorertse en 
oe qu « oomprend la sequence !T TTAGTTCTTAGTTNsTTAGTT 3'. dans laquelle A 
repreaente fAdenine, T re Th^rtne. G .a Guanine, et C la Cytoskre, at dan. laquella 
N 3 peut signifier A, T, C ou G. 

Seion une autre caracteristique. roligonudeotide seion Invention est capable 
d'induire ia proliferation des lymphocytes humains. 

Seion une autre caracterlstique, roligonucleotide seion Invention est capable 
d'accroftre I'expression du marqueur d'acfivation CD86 et du recepteur CD25 sur Ies 
lymphocytes B humains. 

Seion une autre caracterlstique, roligonucleotide seion Invention est capable 
d'induire la secretion de cytokines. 

L'invention a egalement pour objet un adjuvant vaccinal caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un oligonucleotide capable de staler des cellules humaines du 
systeme immunitaire possedant au moins une sequence 
5' T T IM. N 2 T T 3'dans laquelle T est la Thymine et, N, et N 2 peuvent chacun 
presenter rAdenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, roligonucleotide etant 
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depourvu de sequence dinucleotidique CG dans laquelle la Cytosine C ne serait pas 
methylee. 

^invention a egalement pour objet une composition vaccinate a usage humain 
5 comprenant au moins un antigene vaccinal caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
systems immunitaire possedant au moins une sequence 5' T T Ni N2 T T 3' 
dans laquelle T signifie Thymine et, Ni et N2 peuvent chacun representor ('Adenine, 
ia Thymine, la Cytosine ou la Guanine, ('oligonucleotide etont depourvu de sequence 
10 dinudeotidique CG dans laquelle ia Cytosine C ne serait pas methylee. 

La presents invention sera mieux comprise a ia lecture de la description qui va 
suivre, en reference aux figures 1 a 1 1 qui illustrent les resultats obtenus lors des 
tests decrits aux exemples 2 a 7. 
is En particulier, les Figures 1 et 2 indiquent le nombre de Coups par Minutes obtenus 
dans le test de PExemple . 

Les Figures 3 et 5 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant le 
recepteur CD25, pour les oligonucleotides obtenus selon I'exemple 1. 
De meme, les Figures 4 et 6 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant 
20 le marqueur CD86. 

La Rgure 7 indique le nombre de Coups par Minute obtenus dans le test de 
I'exemple 4. 

La Rgure 8 indique le pourcentage de cellules CD20+ exprimant (e recepteur CD25. 
pour les oligonucleotides obtenus selon I'exemple 4. De meme, la Figure 9 indique le 
25 pourcentage de cellules CD20+ exprimant le marqueur CD86. 

La Rgure 10 indique le nombre de spots mesures pour la secretion d'lnterferon y par 
des cellules stimulees en presence des oligonucleotides ayant les sequences 9 a 12 
decrites a I'exemple 4. 

La Figure 11 indique le nombre de spots mesures pour la secretion d'!L10 par des 
30 cellules stimulees en presence des oligonucleotides ayant les sequences 9 a 1 2 
decrites a P Exemple 4. 
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5 ~^n S enuc«oBdes.Parco mre , l aU mtew p. Ijeuredelatete( ^ 

^?!! eSn ' eS ' PaSVrah,M,dtem,in<e - plus r 

* ««• . at pfce la prix de rovtert e „ seta «e*. tyautre part, „ est probable 

apanLdanate. 

^*b'«**Wi B onuc^a10 0 nuc^^apprt V rt*e.Cet 

oltgodesaxynbonudeotlde ou <Tun oljgoribonucleotlde. 0 „ a obtanu rte 
P^li*™™™ bo* risultate en utSisart un ollgodesoxy*onucleotide. Las 

STTT? 1 ^ Ph " ^ ««« *> Phosphoromloate, ou 
dhybndes ptosphodtestor/phosplwrothioates. Las oligonucleotides 
pliosphofothioatBs sort ceux pieferts. 

L^txtucleodde salon .invention est capable da ebmuler das eellulee humaha, du 
systeme immunftalre, telles qua lea lymphocytes 8, las lymphocytes T, las 
■~™ytes et tes ceMes denrtrtbques. Cette atautaSon m apptedee rotamme* 
par la lymphopraMamton ou par regression da nwquaum. M que |e recepteur de 
cytotane CD25 ou encore le marqueur deactivation CD86 aur lea lymphocytes B. II est 
pebble da setectonner lea oligonucleotides dMMt au moyan de tests dHtererts 
oe ceux proposes dans la presento damande, a condition cependant qull saglssa de 
tost, evaluant la capadte de stimulation de oellules humaines. at non pas oomme 
dans la plupart dea document, de rart anterieur. de tests evaluant la capadte de la 
simulation de Canutes murines. II aerait notamment possible de tester taxpmssion 

dautrBamaroueurotfactivationdeslymphocyteaBtalsquelesmaroueuro 0 u 
laxproadon de marqueurs de proiiTeretlon tele que la marqueur KI87; des taste ' 
"laws a ('augmentation des maroueuro deactivation et de maturation <ias cellules 
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dendritiques pourraient egalement etre utilises. De m§me, des tests permettant 
('appreciation de ('augmentation de production de certaines cytokines peuvent 
egalement etre utilises. 

Selon une caracteristique de invention, 1'oligonucieotide comprend au moins une 
sequence nucteotidique 5* T T Ni N 2 T T 3' dans laquelle T signifie Thymine et. Ni 
et N 2 peuvent representor chacun TAdenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine. 
Cette formule couvre ainsi 16 possibflttes. Cette sequence peut etre 5' terminale, 3* 
terminals ou etre entouree par d'autres nucleotides. Elle peut etre unique ou repetee 
plusieurs fois a I'identique a Hnterieur d'un meme oligonucleotide. Un oligonucleotide 
selon Pinvention peut egalement comprendre plusieurs sequences diffdrentes 
correspondant chacune au motif 5* T T Ni N 2 T T 3'. 

Selon rinvention, ("oligonucleotide ne comporte pas de sequence palindromique. 
Malgre cette absence de sequence palindromique, un tel oligonucleotide est capable 
de stimuler des cellules humaines du systeme immun'itaire. 

Selon une caractoristique, I'ollgonucleotide selon invention est depourvu de 
dinucleotide CG dans lequel la Cytosine ne serait pas methylee. Cette exclusion 
s'applique egalement au motif NiN 2 . La capacite des oligonucleotides de Tart 
anterieur a etre Immunostimulants a presque toujours ete interpretee comme liee a 
Is presence de motifs CpG non methyles (Cf. notamment Particle de Krieg et al dans 
Nature d'avril 1995 c'rte ci-dessus), cette interpretation etant en coherence avec 
Pobservation selon laquelle la frequence de ce dinucleotide etatt environ 4 fois plus 
Importante dans le genome des bactories que dans celui des vertebres. De fa£on 
surprenanto, on a maintenant trouve que des oligonucleotides entierement 
depourvus de ce motif dinucieotidique etaient cependant parfaitement capables de 
stimuler les cellules du systeme immunitaire humain. 

Selon un mode de realisation particulierde la present© invention, le motif NiN 2 
correspond au dinucleotide AG, dans lequel A signifie Adenine et G signifie Guanine. 
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line fete dans IWaonucleolide at *, *** au raoln8 

^hJ*T5! Deprefe.ence 

. "^"P^scrteepaieaparaumofnaunniideotideN. n„i 
reprssente rAdenlne, b Cvtosine tor..™,, . ~ " uaeoMe 9"' 

^AGTTdaiofcsonucBotda. Ocaqu. I'on console sens da tectum s^w 
constrtu6 par la Cytosine. J ' est 

aom ceux prtferes au sens da te prtsente Invention. 

^acatactert^uaparticu^. rct^acte^aatonrtevamtonastdapo™ 
« -PPauvn en sequence nucleotldique capable A*, tes chutes duZ2T 

gtaceSlaprtsenced'unes&ium™.*^.- wrauuiaaut 
,4,,. ' 6 8ft " ,enre * immunostautant plus prononce, ou 

S-ice.teptesence d'unptes grand norabrade sequences »TTiUtt" 

h-m-ncatatem ayan.au main, „ moW 
™ ' ta "» ,8 ~^*««» .^m veccteal.onentend 
d un csanlsm. vte a vb d. radmWsdaton d^n an***, En padioufer lipeut.'l 
Lectandun ad )U vam vaccina, peutegetementetra, ncn pas una au^taBcn d. te 

,u w T : " —* 0,fen,a,ion wre une — ^ 

o^oArf^p l"!"" 116, produai °" * »rtelnes cytokines plut6t que d'autras 
Mutation decertalne, callutee pluB. que d'auaes. etc 
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^oligonucleotide immunostimulant de la presents invention peut etre utilise comma 
adjuvant vaccinal quelle que soft la nature de I'antigene administre et quel que soft te 
nombre de valences utilisees. II peut etre le seul adjuvant utilise ou, au contraire, 
etre un element d'une combinaison adjuvants. 

Uacbon adjuvants de ^oligonucleotide selon Pinvention peut etre obtenue, soft 
lorsqull est associe a I'antigene ou aux antigenes lore de leur administration, i.e. 
lorsqu'ils font partie de la meme composition vaccinate, soft lorequll est administre 
ssparement de I'antigene ou des antigenes. On prefers cependant rutillssr dans la 
meme composition vaccinate que I'antigene ou iss antigenes a administer. 

^oligonucleotide selon Invention peut avantageusement etre administre partoutes 
tes votes susceptibles d'etre utilisees pour une composition vaccinale: vote 
muqueuss ou vote systemiqua. 

L'un des objets de Pinvention est une composition vaccinale comprenant au moins 
un oligonucleotide immunostimulant ayant une sequence 
6' T T NiN 2 TT3' telle que decrite ckJessus. 

Une composition vaccinale selon I'invention peut etre destinee a (Immunisation 
contre une ssuis maladie, ou destinee a Pimmunisation contra plusisurs maladies. II 
peut s'agir d'uns composition vaccinate liquide ou d'une composition lyophllisee. Elte 
peut comprendre, outre les sntigenss, tout ou partis dss composants habitustlsment 
presents dans un vaccin tels que tampons, stabHisants, conservateurs, ...etc. Elle 
peut egatement comprendre un ou plusieure adjuvants) autre(s) que ceux objets de 
la presents invention. EUe peut egatement comprendre plusieure adjuvants objets de 
la presents invention, constitues soft par des oligonucleotides ayant tous is msms 
motif 

5' T T Ni N 2 TT 3' mais se differenciant par Iss nucleotides en 5' et/ou en 3', soft par 
dss oligonucleotides ayant des motifs 5'TTN, N 2 TT3' differente, dont tes 
ssqusnces en 5' eten 3* sont Identiquss ou dHferentes. 
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La composition vaccinate selon Invention peut etre destinee a une administration 
prophylactique ou a une administration therapeutique. 

La composition vaccinate selon .'invention peut etre formulee de maniere a optimise 
lacbon adjuvante de roligonucleotide objet de .'invention. Ainsi, roligonucleotide pei 
etre couple a un lipide, tel que le cholesterol ; il peut etre integre dans une emulsion 
de type huile / eau ou formule sous forme de liposomes. 

Les exemples qui suivent illustrent des modes de realisation partlculiers de la 
presente invention. 



temple 1 :Svnth6se des olioonucl<&ntiHi» B 



On synthetise 15 oligonucleotides ayant chacun un des motifs suivants : 

5*TTAATT 3' ^ 
5'TTACTT 3' 1 





5' TTCCTT 
5* TTCATT 
5' TTCTTT 
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5'TTG GTT 3' 
5'TTGATT 3' 




SerieG 



5'TTGTTT 3' f 
5'TTGCTT 3' M 

Et ayant 4 Adenine en 5' et 5 Adenine en 3'. 

La synthese de ces oligonucleotides est realisee au moyen d'un automate 
5 synthetiseur foumi par Applied Biosystems qui met en ceuvre la methode chimique 
standard au phosphoramldite etqui comporte a chaque cycle une etaped'oxydation, 
qui est realisee au moyen d'une solution tetraethylthiuram /acetonitrile pour obtenir 
une liaison phosphorothioate. 

io On prepare en outre, de la meme facon, un oligonucleotide A15(S) qui ne comprend 
que des A et qui est phosphorothioate sur toute sa longueur. Cet oligonucleotide est 
un temoln negatif car il n'entratne ni proliferation ni augmentation de Pexpression des 
marqueurs d'activatJon sur les lymphocytes B. 

15 On prepare egalement un oligonucleotide 3Db(S) dont la sequence est identrfiee 
dans la demande de brevet WO96702555 sous SEQ ID N°15 
(5 , GAGAACGCTCGACCTTCGAT3 , ); cet oligonucleotide comporte des liaisons 
phosphorothioates sur toute sa longueur et est utilise comme temoin posrtif. 



20 



Tous les oligonucleotides sont maintenus en solution dans du tampon PBS. 



WO 00/75304 



-11- 



PCT/FR00/01566 



jxempje_2 :Test da Lvmph oprofifaratitin 

On isole des lymphocytes a partir du sang peripherique d'un donneur, en procedant 
a une centrifugatlon sur un gradient de Ficoll. Ces lymphocytes sont ajustes a 2 10 fl 
cellules / ml dans du milieu de culture (RPM1 1640 + 10% de Serum de Veau Festal 
ainsi que de la Glutamine, de la Streptomycine et de la Pantonine). 

Les cellules sont distributes en plaques 96 puits (fond rond) sous 100 pi. soil 
2.10 s cellules par puits. On ajoute ensuite 100pl d'une solution 4pM 
d'oligonucleotides a tester produites a ('example 1 (1 seul type d'oligonucleotide par 
puits) afin d'obtenir une concentration finale 2 pM. 

Les cellules sont incubees pendant 48 a 72 heures. 

La Thymidine tritiee (Amersham TRK 120) est diluee dans du milieu de culture puis 
distribuee dans les plaques a raison de 1 pCi par puits sous 50 ul. Apres 7 a 8 
heures d'incubation a I'etuve (5% CO* 37X), les plaques peuvent etre congelees a 
-80°C et traitees plus tard. 

A I'akJe du "Harvester", on recolte le contenu des puits sur des plaques UnHilter 
GF/C et on realise 6 lavages en eau distillee puis un lavage en ethanol 70% afin de 
precipiterl'AON. 

Apres sechage des plaques, 25 pi de liquide scintillant (MicroscinMO, Packard) sont 
distribufis dans chaque puits et permettent de quantifier la radioactivfte 
(rayonnements emls par le tritium) en mesurant le nombre de coups / minute (cpm) 
emis par chaque puits sur le compteur Top Count (Packard). 

Les resultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont represents sur 
les figures 1 et 2, qui indiquent, pour chaque oligonucleotide teste le nombre de 
coups par minute; on remarque que tous les oligonucleotides selon Invention ont un 
resuhat nettement superieur au resultat obtenu avec le milieu seul ou le temoin 
negatlf A15(S), ce qui signifie qulls sont tous capables de stJmuler la proliferation 
des lymphocytes. 
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Exempje 3 : 

Test relatif aux maroueura rfacBvation 

5 

Le test est effectue a partir de lymphocytes isoles d 'un donneur comme decrit a 
I'exemple precedent et ajustes a 2.1 0 6 cellules/ml dans le meme milieu de culture. 

Les cellules sont ensuite distributes en plaques 12 puits sous un volume de 2 ml, 
10 sort 4.1 0 6 cellules / puits. On ajoute dans chaque puits une quantite 

d'oligonucleotides a tester preparees a I'exemple 1 (1 oligonucleotide / puits) 
suffisante pour obtenir une concentration en oligonucleotide 2 uM. Puis les cellules 
sont incubees pendant 72 heures a 37°C. Les cellules sont ensuite doublement 
marquees au moyen de CD25PE / CD20FITC ou CD86PE / CD20FrTC puis 
is analysees sur FACScan. Les resultats obtenus sont illustres sur les figures 3, 4, 5 et 
6 qui representent pour chaque oligonucleotide teste, le pourcentage de cellules B 
(CD20+) qui expriment le recepteur CD25 ( celles qui sont CD25+)ou le marqueur 
CD86(celles qui sont CD86+). Les resultats representee sur les figures 3 et 4 ont 6te 
obtenus tors d'un test realise a un moment different du test dont les resultats sont 
20 illustres sur les figures 5 et 6, ce qui explique la difference d'ordre de grandeur des 
resultats obtenus. En effet, dans ce genre de manipulations, les tests sont ties 
variables d'un dosage a I'autre, seuis les resultats obtenus tors d'un meme test sont 
comparables entre eux, d'oCi la necess'rte d'inclure lore de chaque test, un 
ofigonucleotide-temoin ainsi qu'un dosage du milieu seui. 

25 

On remarque que tous les oligonucleotides objets de I'inventton activent les 
lymphocytes B qui expriment leur marqueur d'activation CD86, ainsi que le recepteur 
de cytokine CD25. 
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Bcemple4 : 

On prepare, de la meme maniere qu'a I'exemple 1, une serie de 16 oligonucleotides 
dont lea sequences sont les suivantes: 



Seqldl 
Seq Id 2 
Seqld3 
Seq Id 4 
Seq Id 5 
Seq Id 6 
Seq Id 7 
Seq Id 8 
Seq Id 9 
Seq Id 10 
Seq Id 11 
Seq Id 12 
Seq Id 13 
Seq Id 14 
Seq Id 15 
Seq Id 16 



5' TTAGTTATTAGTTATTAGTT 3' 
5' TTAGTTATTAGTTTTTAGTT 3' 
5' TTAGTTATTAGTTCTTAGTT 3' 
6* TTAGTTATTAGTTGTTAGTT 3' 
5' TTAGi 1 1 1 lAGTTATTAGTT 3' 
5' TTAGl 1 1 1 lAGTTTTTAGTT 3' 
5' TTAGTTTTTAGTTCTTAGTT 3' 
5' TTAGTTTTTAGTTGTTAGTT 3' 
5' TTAGTTCTTAGTTATTAGTT 3' 
5' TTAGTTCTTAGTTTTTAGTT 3' 
5' TTAGTTCTTAGTTCTTAGTT 3' 
5' TTAGTTCTTAGTTGTTAGTT 3' 
5' TTAGTTGTTAGTTATTAGTT 3' 
5' TTAGTTGTTAGTTTTTAGTT 3' 
5' TTAGTTGTTAGTTCTTAGTT 3* 
5* TTAGTTG1TAGTTGTTAGTT 3' 



Ces oligonucleotides sont de type phosphorothiate sur toute leur longueur. 



Exemple 5 : 



On evalue la capacite qu'ont les oligonucleotides prepares a I'exemple 4 d'induire la 
proliferation des lymphocytes humains grace a un test de lymphoproliferation tel que 
celui decrit a I'exemple 2. De la meme facon qu'a I'exemple 2, la concentration en 
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oligonucleotide par putts est 2uM, et les temoins sont constitues par le milieu seul, 
('oligonucleotide A15(S) ainsi que I'oligonucleotide 3Db(S). 
Les resultats obtenus, exprimes en Coups par Minute, sont representes a la Figure 7 
qui montre que tous les oligonucleotides selon I'invention sont capables d'induire la 
s proliferation des lymphocytes et que de particulierement bons resultats sont obtenus 
lorsque les sequences des oligonucleotides sont cedes identifiers paries Seq Id 9 £ 
12, i.e. lorsque la Cytoslne separe les 2 premiers motifs TTN1N2TT de 
('oligonucleotide. 

10 

Exempted: 

On evalue la capacite qu' ont les oligonucleotides prepares a I'exemple 4 d'induire 
I'expression du marqueur d'activation CD86 et du recepteur CD25 sur les 
is lymphocytes B. Cette evaluation est effectuee grace au test decrit a I'exemple 3. Les 
resultats obtenus avec les oligonucleotides prepares selon I'exemple 4 sont 
representes sur les Figures 8 et 9 qui illustrent les pourcentages de cellules B 
(CD20+) qui expriment egalement le recepteur CD25 (Figure 8) ou le marqueur 
CD86 (Figure 9). 

20 Les resultats obtenus dans ce test confirment ceux obtenus dans le test de 

lymphoproliferation: tous les oligonucleotides selon I'invention induisent I'expression 
de marqueurs d'activation sur les lymphocytes B humains; de particulierement bons 
resultats sont obtenus lorsque les 2 premiers motifs TTNiN 2 TT de ^oligonucleotide 
sont separes par une Cytosine. 

25 

Exemple7: 

On evalue la capacite qu' ont les oligonucleotides selon la presente invention e 
30 induire la secretion de cytokines. 

Pour cette evaluation, on isole des lymphocytes & partir du sang peripherique d'un 
donneur, en procedant e una centrifugation sur un gradient de Rcoll. Ces 
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•ymphocytes sent ajustes a 2.10° cellules / ml dans du milieu de culture (milieu AIM 
V + streptomyclne + penttilline). 

Les plaques 96 putts ELISPOT (fond plat en nitrocellulose) sent prenncubees la 
vellle avec une solution d'anticorps de capture de cytokines (IL-10 ou IFNy sulvant te 
test realise ), puis saturees avec du mflieu de culture. 

On distribue ensuite 100 pi de cellules dans les plaques ELISPOT, soK2 10* cellules 
par putts, puis on ajoute 100pl d'une solution 4uM en oligonucleotides a tester 
produits selon rexempte 4 (1 seul type ribonucleotide par putts) afin d'obtenlr une 
concentration finale 2 uM. Le test est realise avec les oligonucleotides ayant les 
sequences decrttes sous Seq Id 9. Seq Id 10, Seq Id 1 1 et Seq Id 12. 

Les plaques sont incubees a 37"C. sous atmosphere a 5% de C0 2 . Au bout de 72 
heures d'incubation, les cellules sont elimin6es par lavage en presence de detergent 
Oween 1%) et les cytokines fixees sur les anticorps de capture sont revelees par 
raddttion successive d'anticorps de detection biotynyles (antML-10 ou anti-IFNy 
suivant ie test realise), de streptavkJine-HRP, et du substrat AEC. 

Les spots (1 spot correspondant a 1 cellule secretrice de cytokine) sont compte a 
I'alde d'un compteur automatique. Les resultats sont exprimes en nombre de spots 
(nombre de cellules secretness) par million de cellules. 

Les resultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont representes sur 
les figures 10 et 1 1 , qui indiquent, pour chaque oligonucleotide teste ie nombre de 
cellules secretrices de cytokines par million de cellules totales ; on remarque que 
tous les oligonucleotides selon ('invention ont un resuttat nettement superieurau 
resultat obtenu avec le milieu seul ou Ie temoin negatif A15(S), ce qui slgnifie qirtls 
sont tous capables d'induire la secretion de cytokines, notamment cflL 10 et 
d'lnterferon y. 
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qevendications 

1. Oligonucleotide immunostimulant , caracterise en ce qull comprend au moins 
5 une sequence nueleottdique ayant la formula suivante 

6' TTN1N2TT 3', dans laquelle T signlfle Thymine, Ni et N 2 peuvent chacun 
representor PAdenlne, la Thymine, la Cytoslne ou la Guanine, et en ce qu'il est 
depourvu de dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas methylee. 

10 2. Oligonucleotide selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il comprend de 6 a 
100 nucleotides. 

3. Oligonucleotide selon la revendication 1 . caracterise en ce que N, represente 
PAdenine eten ce que N2 represente la Guanine. 

15 ....... 

4. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que 
le motif 5' T T N1 N 2 T T 3' est repete au moins 1 fois. 

5. Oligonucleotide selon la revendication precedente caracterisfe en ce que le motif 
20 5' TTN1N2TT 3' est repete 2 fois 

6. Oligonucleotide selon une des revendications 4 et 5, caracterise en ce que les 
motifs repetes 5' T T Ni N 2 T ■ T 3' sont separes par un nucleotide N3 qui peut 
etre a chaque fois identique ou different et qui peut representer A, C, T ou G. 

25 

7. Oligonucleotide selon la revendication precedente, caracterisee en ce que le 
nucleotide N 3 separant les 2 premiers motifs T T N Y N 2 T T lus lorsque la 
sequence est orientee 5'->3' represents la Cytosine. 
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8. Oligonucleotide selon una des revendications precedentes. caracterisee en ce 
qull comprend la sequence 5* TTAGTTCTTAGTTN 3 TTAGTT 3', dans laquelJe A 
represent* I'Adenine, T la Thymine, G la Guanine, et C la Cytosine; et dans 
iaquelle N 3 peut signifier A. T, C ou G. 

9. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, characterise en ce qu'il 
est capable d'induire la proliferation des lymphocytes humains. 

10. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterisS en ce qu'il 
est capable d'induire la secretion de cytokines. 

11. Oligonucleotide selon la revendication precedente, caracterise en ce qu'il est 
capable d'induire la secretion d'JL 10. 

12. Oligonucleotide selon la revendication 10. caracterise en ce qu'il est capable 
d'induire la secretion d'lnterferon y. 

^.Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'accrottre I'expression du marqueur d'activation CD86 sur les 
lymphocytes B humains. 

14. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qull 
est capable d'accrottre I'expression du recepteur de cytokine CD25 sur les 
lymphocytes B humains. 

15. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications precedentes pour la 
fabrication d'un medicament. 

16. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10, pour la 
fabrication d'un Immunostimulant humain. 
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17. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10, pour la 
fabrication CPun adjuvant vaccinal. 

18. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10, pour ia 
fabrication d'une composition vaccinate. 

19. Composition vaccinate a usage humain, comprenant au moins un antigens 
vaccinal, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un 
oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10 . 
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USTE DE SEQUENCES 
<1 10> AVENTIS PASTEUR 

5 <120>OUGONUCLEOTIDEIMMUNOSTIMULANT 

<130>PM9908WO 

<140> 
10 <141> 

<160> 16 

<170>PatentlnVer.2.1 

15 

<210> 1 

<211>20 

<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
20 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>1 

ttagttatta gttattagtt 20 



<210>2 
<211>20 
<212>ADN 
30 <21 3> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>2 

35 ttagttatta gtttttagtt 20 



<210>3 
<211>20 
40 <212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
45 <400>3 

ttagttatta gttcttagtt 20 
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<210>4 

<211>20 

<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
.5 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>4 

ttagttatta gttgttagtt 20 

10 

<210>5 
<211>20 
<212>ADN 
15 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>5 

20 ttagtUUa gttattagtt 20 



<210>6 
<211>20 
25 <212>ADN 

<213> Sequence artrfictelle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
30 <400>6 

ttagttttta gtttttagtt 20 



<210>7 
35 <211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
40 oligonucleotide 
<400>7 

ttagttttta gttcttagtt 20 
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<210>8 
<211>20 
<212> ADN 

5 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>8 
io ttagttttta gttgttagtt 



<210>9 
<211>20 
"5 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
20 <400>9 

ttagttctta gttattagtt 20 



<210> 10 
25 <211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle- 
30 oligonucleotide 
<400> 10 
ttagttctta gtttttagtt 



35 <210> 11 
<211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

40 <223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
<400>11 

ttagttctta gttcttagtt 
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<210> 12 
<211>20 
<212>ADN 
s <213> Sequence artificielie 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielie: 

oligonucleotide 
<400>12 

10 ttagttctta gttgttagtt 20 



<210> 13 
<211>20 
is <212>ADN 

<213> Sequence artificielie 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielie: 
oligonucleotide 
20 <400> 13 

ttagttgtta gttattagtt 2 0 



<210> 14 
23 <211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielie 
<220> 

<223> Description de ta sequence artificielie: 
30 oligonucleotide 
<400> 14 

ttagttgtta gtttttagtt 20 



35 <210> 15 
<211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielie 
<220> 

40 <223> Description de la sequence artificielie: 
oligonucleotide 
<400> 15 

ttagttgtta gttcttagtt 20 
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<210> 16 
<211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artfficfelfe 
<400> 16 



20 
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